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特別講演3 神経伝達物質蛍光組織の定量的画像解析
薬理学佐藤勝彦
　神経科学の分野において，神経系の形態学的研究
の一つとして，伝達物質を直接可視化する方法があ
り，catecholamine　（CA）およびserotonin　（5－
HT）などについてはすでに実用化されている．従
来，組織切片における蛍光物質の測光法は，顕微分
光測光法による波長特性から組織中の蛍光物質を同
定していく定性的な分野と，蛍光物質の分布および
濃度を蛍光強度として定量的に取り扱っていく方法
とがある．しかし，formaldehyde法によって得ら
れるCAおよび5－HTの蛍光組織標本に関しては，
組織中の自家蛍光の混在および経時的な蛍光の減衰
などから，定量的検索が困難である．これらの欠点
を補うのが蛍光組織の定量的画像解析である．今回
は現在教室で実施している生体amineの蛍光組織
化学，GABAの免疫蛍光組織化学および蛍光組織
の定量的画像解析の手法について述べ，二，三の実
験成績を加えて報告する．
　蛍光組織標本作成法＝ラット脳を摘出し，
Shibuya　and　Satoらの方法に準じてCAおよび5－
HTの蛍光組織標本を作成した．
　免疫蛍光組織標本作成法：ラットを用い，ウレタ
ン麻酔下で4％paraformaldehyde含有の0．1M
phosphate　bufferで灌流固定後，脳組織を摘出し，
cryostatで10μmの切片を作成し，間接蛍光抗体
法によりGABA免疫組織標本を作成した．
　定量的画像解析：CA，5－HTおよびGABA蛍光
standardは各濃度の蛍光標本を用い，新しく開発
された，定量的画像解析装置を応用して，光学的濃
度と蛍光強度の変換テーブルを設定した．画像解析
は，蛍光組織および免疫蛍光組織で得られたフィル
ムをイルミネータ上に置き，濃淡レベルに応じてカ
ラー表示（256色）を行ない，蛍光強度を数量化し
た．
　本法の応用として，今回，虚血脳およびα一
methyl－p－tyrosine（α一MT）投与後の脳内CA蛍光
の変動を検索した．ラット両側総頚動脈結紮2hr
後の虚血脳では，正中隆起外層に分布する
dopamine（DA）蛍光および内層のnorepinephrine
（NE）性の蛍光が減弱した．同一標本の画像解析で
は，対照が1．885（density／pg／ul）に対し，結紮2
hr後の虚血脳では1．685（density／pg／ul）であり，
CA量は10．6％の減少が認められた．
　α一MT　250　mg／kg（i．p．）投与4hr後では，正中
隆起外層のDAおよび内層のNE蛍光は明らかに
減弱を示した．同一標本の画像解析では，対照が
2，259（density／pg／ul）に対し，α一MT投与におい
てCA量は56．3％の減少が認められた．
　5－HT蛍光については，脊側縫線核（B7）および
血中5－HTの蛍光強度を画像解析により数量化し
た．
　脳内GABA　neuron（線条体一黒質系）は，黄緑
色のFITC特異蛍光を発し，　GABA局在を示す陽
性細胞並びに陽性線維が認められた．同一標本の画
像解析では，GABA免疫蛍光の分布及び密度を定
量的に解析した．
　現在教室では，acetylcholine，　DA，　NEなどの
CA並びにGABAを初めとする神経伝達物質の検
索方法が確立されており，組織化学的手法から得た
Imaging解析法に加え，これらの方法を駆使でき
るので，パーキンソン病，老年期痴呆の薬物治療の
メカニズムその他の薬効薬理についても検索を進め
るための有用な方法として応用しつつある．
　以上，本法の応用により神経伝達物質を直i接的に
可視化することが可能となり，蛍光組織化学並びに
免疫蛍光組織化学領域における定量的解析方法が確
立されたことを報告した．
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